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Resumen

La participacién del la ACh en procesos de aprendizaje y memoria ha sido comprobada en
varias tareas, particularmente durante las primeras etapas del aprendizaje. De particular
importancia resultan ser los receptores muscarinicos en el sistema nervioso central (SNC),
ya que su bloqueo provoca deficiencias en ef aprendizaje de varias de estas tareas.

En el presente trabajo se determina el papel de los 5 diferentes subtipos de receptores
muscarinicos (m1-m35) en la liberacién de ACh en la corteza, asi como en la formacién de
la memoria del CAS, tarca frecuentemente empleada en el estudio de procesos de
aprendizaje y memoria. El bloqueo general de los receptores muscarinicos tiene una
tendencia a aumentar la liberacién de ACh en la corteza; por otra parte, el antagonista de
los receptores post sindpticos no provocd cambios en la liberacidn cortical, y ambos
bloquean la formacion del CAS cuando son aplicados antes de la adquisicién de la tarea. El
bloqueo de los receptores muscarinicos pre sindpticos no afecta la formacion de la memoria
del CAS cuando es inyectado antes de su adquisicién, e induce un aumento
estadisticamente significativo en la liberacién de ACh cortical. Ninguna de las
manipulaciones farmacolégicas antes de la evocacién del CAS tuvo efectos sobre esta
tarea. Se concluye que los receptores muscarinicos, participan en el procesamiento de
adquisicion del CAS y no en su fase de evocacién y al menos en este paradigma no existe
una relacion directa entre el incremento en la liberacion en la corteza con la eficiencia de la
formacién de la memoria.



Introduccion

Aprendizaje y memoria.

Desde varias décadas atris, uno de los procesos cognescitivos que més han llamado
la atencion a los psicologos y psicofisidlogos es la memoria; su estudio ha abarcado desde
cémo los organismos aprenden hasta qué estructuras del sistema nervioso central
participan en la formacién de una nueva memoria, o c4mo uno ya establecido cambia y

bajo qué condiciones ambientales se adquiere un nuevo conocimiento.

El aprendizaje es comunmente definido como un proceso mediante el cual ocurren
cambios relativamente permanentes en el potencial conductual del organismo come
resultado de la experencia (1). El organismo requiere almacenar cierta informacion
relevante durante una experiencia dada, para de esta manera poder emplearla durante la
siguiente ocasion en que se presente una experiencia similar. De este modo, puede definirse
a la memoria como un proceso mediante el cual el organismo puede almacenar de un modo

relativamente permanente, la informacién que subyace al aprendizaje.

Otra definicion se refiere al aprendizaje como a las representaciones internas
durables dependientes de la experiencia, o modificacién duradera en dichas
representaciones que dependen de la experiencia; debido a estos cambios en la
representacion de estimulos se modifica el potencial conductual, Memoria es la retencion a

lo largo del tiempo, de representaciones que estdn en funcién de la experiencia y la



evocacion se define como el uso de esas representaciones para generar operaciones

conductuales (10).

Algunos definen aprendizaje como la habilidad que tienen los organismos de asociar los

estimulos ambientales y sus consecuencias. (23)

Una definicidn que ayudara a entender con mayor facilidad ¢l término memoria usado
en este trabajo es aquel en el que la memoria puede ser considerado como la suma de varias

fases:

a} Adquisicion: En esta fase Jos organismos estin expuestos a cambios del medio fisicos
que constituyen los estimulos que los asocian o son contingentes.

b) Consolidacion: Durante esta fase hay activacién de mecanismos que permiten una
cierta permanencia de la experiencia concreta recién percibida.

¢) Retencion: Es el fendmeno por medio del cual el organismo es capaz de expresar en el
tiempo, los efectos del aprendizaje en varias ocasiones.

d) Evocacién: Se define como la expresion de conductas determinadas por experiencias de
aprendizajes anteriores (52). En el presente trabajo a esta fase también se le llama

prueba.

Memoria a corto y largo plazo.

El modelo de Atkinson y Shiffrin en 1968, supene que la informacién es procesada

primero en paralelo por una serie de almacenes sensoriales muy breves, éstos transmiten la



informacion a un almacén a corto plazo de capacidad limitada el cual se comunica a su vez

con un almacen a largo plazo.

Asi pues, la informacién proveniente de la memoria sensorial puede decaer
pasivamente o ser transferida a la memoria a corto plazo. El decaimiento o la transferencia
de la informacién se encuentra mediado por un proceso atentivo, de mode que solo aquellos
estimulos a los que se les ha prestado atencion seran procesados y por lo tanto transferidos
a memoria a corto plazo. De acuerdo a este modelo, la memoria a corte plazo es un
almacén de capacidad limitada. E] almacén de memoria a largo plazo es aquél donde se
acumula de una manera permanente, aquella informacion proveniente de memoria a corto

plazo (2).

Sistema colinérgico.

Existe un gran nimero de estudios que proponen a la ACh como el principal
neurotransmisor en procesos cognitivos, con una relevante participacidn en los procesos
de aprendizaje y mermoria, Este especial interés sobre la participacion de la ACh tiene
sentido si se toma en cuenta que en enfermedades neurodegenerativas que se caracterizan
por una disminucion de las capacidades cognitivas también existen pérdida de neuronas

colinérgicas como en el caso de ta enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA), descrita por Alois Alzheimer en 1907, ha sido

de gran interés en las Gltimas décadas para el estudio de procesos de aprendizaje y



memoria. Los pacientes con esta enfermedad muesiran grandes deterioros en procesos

cognitivos. principalmente presentan deficiencias mnemonicas.

Se ha propuesto que la pérdida de la memoria en estos pacientes es consecuencia de
la disminuciéon del neurotransmisor acetilcolina (ACh), debida al dafio de neuronas
colinérgicas  (neurcnas que producen y liberan ACh como neurotransmisor) del cerebro
anterior basal (CAB). Un rasgo principal de la neuropatologfa de la EA es Ia degeneracion
de neuronas magno celulares colinérgicas del nicleo basalis de Meyert (nbM) y sus

proyecciones corticales (3).

El telencéfalo contiene dos grandes subsistemas de cuerpos celulares colinérgicos,
uno de ellos se encuentra en el tallo cerebral en la regién del nicleo tegmental del
pedinculo pontino (PPTg) y el tegmentum pontino laterodorsal, El segundo subsistema s
el cerebro anterior basal (CAB) que contiene un gran ntimero de grupos de células
colinérgicas que a su vez tienen proyecciones extensas hacia las alocortezas € isocortezas
{ver figura 1}. Los nicleos mds rostrales colinérgicos del CAB son el micleo medio septal
y el nicleo vertical de la banda diagonal de Broca. Las fibras de estas células son positivas
a la tincion de la enzima colin-acetiltransferasa (ChAT) en el cingulo y viajan de manera
caudal a través del fornix para finalmente inervar la formacién hipocampal. Los micleos
més caudales del CAB son los micleos Basalis, sustancia inominata y los niicleos de la
ansa lenticulares. En la parte media se encuentran una parte del brazo vertical de ta banda
diagonal de Broca, asi como del area pre 6ptica magnocelulares, inervando las cortezas
cinguladas y retrosplenial, ademas de ciertas estructuras alocorticales, particularmente el

bulbo olfatorio, la amigdala junto con la corteza insular y piriforme. Las células



colinérgicas de los niicleos rostral v medio del CAB preferentemente inervan campos

alocerticales, mientras las células colinérgicas en el micleo caudal inervan isocortezas (ver

cuadro 1)(36).

Cuadro 1. Resume las tres regiones en las que se puede dividir el cerebro anterior basal (CAB).

Cerebro anterior
basal

Localizacion

Conexiones eferentes

Conexiones aferentes

Nucleo medio septal
y el nticleo vertical
de la banda diagonal
de Broca

Férnix

Hipocampo, cortezas
entorhinal, perhinal, y
retrosplenial. Nicleos
interpeduculares.

Hipocampo, corteza
entorhinal, hipotalamo,
drea ventral tegmental,
nucleo laterodorsal
tegmental, raphe dorsal
y medio. Locus
coruleus.

Nucleo de la banda
horizontal de Broca y
drea magnocelular
pre ptica

Cerebro anterior
basal

Bulbo olfatorio,
amigdala, corteza
insular y cingulada.

Nucleo olfatorio,
amigdala, alocortezas,
hipotalamo lateral, area
tegmental ventral,
nucleos
peducuiopontinio y
laterodorsal tegmental,
raphe dorsal y medio y
locus coruleus.

Nicleo Basalis
Sustancia innominata
Nucleo de la ansa
lenticulares

Céapsula interna

Cortezas frontal,
parietal, temporal y
occipital

Cortezas parietal,
frontal, temporal,
talamo intralaminar,
sustancia negra, nicleo
pedunculopontinio
tegmental, raphe dorsal
y medio y locus
coruleus

El sistema colinérgico en aprendizaje y memoria.

La acetilcolina es un neurotransmisor de bajo peso molecular que se elabora a partir de la
colina, la cual la obtenemos de la dieta, y de la acetil-coenzima A, sintetizada en la

mitocondria. La via biosintética de la acetilcolina tiene una sola reaccion enzimatica



catalizada por la colin-acetiltranferasa (ChAT), se piensa que en el sistema nervioso. esta
enzima existe principalmente en el citoplasma de la terminal nerviosa. La enzima que

degrada a la acetilcolina es la acetilcolinesterasa (AChE)(30).
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Figura 1. Representacin esquemdtica del plano horizontal de los principales sistemas colinérgicos en ¢l
cerebro de los mamiferos (56). Como se observa en la figura, las neuronas colinérgicas centrales
muestran dos esquemas de organizacién fundamentales: a) circuito de células locales, ejemplificadas
por las interneuronas del nicleo caudado-putamen, nicleos acumbens, tubérculo olfatorio y el
complejo de islotes de Calleja (ICj) y b) neuronas de proyeccién (por ejemplo aquellas que se conectan
a dos o mis regiones diferentes). De las proyecciones de neuronas colinérgicas que se interconectan con
estructuras centrales, se han descrito dos complejos principales: a) el complejo colinérgico del cerebro
anterior compuesto por neuronas positivas a ChAT en el nicleo septal medial (ms), el nicteo de la
banda diagonal (td), sustancia innominata (si), el micleo basalis {bas), asi como proyecciones a todo el
telencéfalo no estriado y b) el complejo colinérgico pontomesencefalotegmental compuesto por células
inmunoreactivas a ChAT en el nicleo tegmental pedunculopontinio (tpp) y laterodorsal (dltn),
proyectando ascendentemente al tilamo y a otros sitios diencefilicos y descendentermentie a la
formacién reticular pontina y medular, al nitclee profundo cerebelar y vestibular. Otras abreviaturas:
amigdala (amyg), corteza anterior cingulada (antcg), nicleo del nervio craneal dorsal (CrN),
diencéfalo (diencep), nicleo raphe dorsal (DR), corteza entorrinal (ento), corteza frontal (frontal),
corteza insular (ins), locas coeruleus (L.C), niicleo lateral reticular (LR), bulbo olfatorio {olfact), corteza
periforme (pir), niicleo pontino (PN}, corteza perirhinal (pr), corteza parietal (par}), sustancia nigra
(SN), nicteo espinal del nervio craneal 5 (Sp5), corteza temporal (temporal), corteza visual temporal
(vis lat) corteza visual media (visual med).




El modelo de la EA en animales ha contribuido con suficiente informacion para
postular la hipotesis geritrica de la memoria. Esta hipotesis considera tres aspectos
fundamentales en los que se basa su postulacién: i) existen disfunciones especificas en
marcadores colinérgicos en cerebros de sujetos que sufren de pérdida de memoria; ii) la
interrupcion artificial de las funciones colinérgicas en sujetos jovenes inducen daflos en el
comportamiento que nermalmente se presentan en sujetos de edad avanzada con problemas
de pérdidas cognitivas; iii} el incremento en la actividad colinérgica, ayudaria al

mejoramiento de los dafios cognitivos relacionados con la edad (3).

Asi pues, el papel del sistema colinérgico en aprendizaje y memoria ha sido bien
establecido (7,12,13,17,18). Las evidencias obtenidas en tejido cerebral de animales y
humanos, indican que las pérdidas observadas en marcadores bioquimicos de la pre y post
sinapsis en receptores colinérgicos, correlacionan en respuesta a la edad y a las

enfermedades neurodegenerativas relacionadas con ésta.

El nbM se encuentra ubicado dentro de la sustancia innominata de Reichert, yes
la {inica estructura que provee de ACh a toda la corteza cerebral, por lo que las lesiones en
este niicleo en animales han sido utilizadas como modelo para el estudio experimental de

la participacion del sistema colinérgico en los procesos de aprendizaje y memoria (17).

Debido a que las neuronas colinérgicas se encuentran mezcladas con neuronas no
colinérgicas a lo largo de todo el CAB, los resultados obtenidos después del uso de

diferentes excitotoxinas poco selectivas, no han esclarecido la funcién colinérgica precisa



en la adquisicién o evocacion de tareas conductuales. Se ha reportado que las lesiones del
nbM con 4cido iboténico ocasionan la muerte tanto de neuronas colinérgicas como de no
colinérgicas y reduce los niveles de ACh cn la corteza (12). Los efectos en el aprendizaje.
después de una lesién con 4cido iboténico, son severos a pesar de su poca selectividad
colinérgica (13). Por otro lado, se ha estudiado el efecto selectivo de la aplicacion de
AMPA (o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol propiénico) en el CAB lo que produce
grandes pérdidas de neuronas colinérgicas y grandes reducciones en la actividad de ChAT.
Este agente en el nbM produce una extensiva destruccién de las neuronas colinérgicas a la
corteza, ¥ se ha observado que no ocasiona pérdidas significativas en el aprendizaje en

varios modelos conductuales (13,19,39).

En algunas revisiones ampliamente documentadas (7,17), se pone en evidencia la
falta de relacién de los deterioros conductuales producidos por las lesiones del nbM y la
actividad colinérgica resultante que depende de la neuroexcitotoxina utilizada, como el
NMDA, 4icido iboténico, acido quisqualico y AMPA. En general, se ha concluido que el
dafio disminuye conforme aumenta la selectividad colinérgica de la neurotoxina,
encontrandose efectos delimitados sélo sobre algunas etapas de la adquisicién o evocacidn

de las tareas estudiadas.

En los dltimos afios se ha implementado una metodologia para resolver el problema
de la poca especificidad de las excitotoxinas utilizadas. Las lesiones con la inmunotoxina
192-1gG saporina afin a los receptores p75 que presentan, en su gran mayoria, las células

colinérgicas del CAB, provoca una extensa deaferentacién colinérgica del hipocampo y la



corteza, asi mismo produce una pérdida total y especifica de las neuronas colinérgicas

inmunoreactivas a la expresién del receptor p75 presentes en el CAB (51).

Los resultados en paradigmas conductuales para el estudio de aprendizaje y
memoria no fueron afectados por la infusién de la 192-IgG saporina, a pesar de la
deaferentacion colinérgica cortical e hipocampal. En la gran mayoria de las tareas se ha
reportado que son afectadas cuando se hacen lesiones en el nbM con excitotoxinas no

especificas (17).

Los resultados hasta ahora obtenidos con estas neurotoxinas sugieren una
importante participacién de otros sistemas de neurotransmisién dentro de la modulacién
ejercida por el CAB. Las neuronas GABAérgicas al parecer también ticnen un papel
relevante durante la formacién de la memoria o procesos de atencién, ya que se ha
reportado que las inyecciones en el nbM de musimol, agonista GABAérgico, ocasionan
pérdidas en prucbas de discriminacién visual de 2 y 5 selecciones, parecidas a las

observadas con lesiones de dcido iboténico (39).

Receptores muscarinicos.

Los estudios en primates y roedores viejos, asi como en pacientes con demencia
senil, han demostrado un decremento general en la densidad de receptores colinérgicos
(55). Otros trabajos se han enfocado especificamente en el estudio de la actividad
colinérgica durante el aprendizaje, mediada por los diferentes subtipos de receptores para

ACh.
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Los estudios realizados en el tejido cerebral de pacientes con la enfermedad de
Alzheimer, y de animales seniles, han sugerido que no existen pérdidas en los receptores
post sindpticos (31), aunque hay reportes de que éstos podrian no estar funcionando
adecuadamente (21). En cuanto a los receplores pre sindpticos, se han observado

reducciones significativas en cerebros de pacientes con Alzheimer (20}.

La accion de la acetilcolina es mediada por receptores nicotinicos y muscarinicos,

que han sido estudiados principalmente por técnicas autoradiograficas (56).

La evidencia farmacolédgica, bioquimica, inmunoldgica, y los estudios con técnicas
de biologia molecular indican la existencia de cinco genes diferentes que codifican para
cada uno de los cinco receptores muscarinicos de ACh, llamados m1-mS5, los receptores
ml, m3, m4 y m5 se han descrito en la post sinapsis, los receptores m2 se han descrito

como autoreceptores’, ubicados en la pre sinapsis (8).

Algunos estudios (44,55) se ha enfocado en el estudio de la liberacién de ACh que
s consecuencia de la aplicacion de antagonistas muscarinicos y nicotinicos, utilizando la
técnica de microdialisis en libre movimiento en areas que se han relacionado con el

aprendizaje como hipocampo  y cortezas.

1 . .
El termino autoreceptor es aplicado a los receptores presentes en una neurona para un

neurotransmisor liberado por esa neurona. Los autoreceptores se han observado en [a membrana del somay
las dendritas ademds de la membrana de los axones, cerca de los sitios de la liberacién del neurotransmisor.
Pueden alterar la sintesis de los neurotransmisores, un efecto que puede indirectamente modular su liberacitén
(29).

11



Cuadro 2. Clasificacién de lus receptores colinérgicos (50).

Receptores colinérgicos

|

|—— Nicolinicos—l Muscarinicos

Nicotinicos musculares Nicotinicos neuronales
- nicotinicos de unién muscular - @, - my
- nicotinicos embrionarios - a3 - m;
- g - m;
- g - my
- g - mg
- 04?7
B
Bs
Ba
- Bs

La microdialisis €s una técnica de muestreo bioanalitica que monitorea la quimica
del espacio extracelular de un tejido {ver figura 2). El muestreo en microdialisis se lleva a
cabo mediante la implantacién de una membrana de didlisis en el tejido vivo. Que esta
conectada a un tubo a través del cudl corre un liquido de perfusién isoténico con un flujo
constante. La diferencia en la concentracién de un quimico en el tejido y la concentracion
que cxiste en el fluido crea un gradiente de concentracién que induce el paso de aquél a

través de la membrana de dilisis. Dado que la difusién es bidireccional, el mismo fluido



puede tanto registrar. como infundir un quimico en el tejido blanco. Este procese se puede
realizar en tejidos de animales en libre movimiento y puede tener una duracién que va
desde pocos minutos hasta varios dias. Una vez obtenidas las muestras se deben analizar en
cromatografia liquida de alta resolucién cuyas siglas en inglés son HPLC. La HPLC, al
igual que las demas técnicas cromatograficas, es un método de separacién de mezclas que
se basa en la afinidad relativa de los analitos’ por dos fases estacionaria y movil: el analito
mas afin por la fase estacionaria es el que seré retenido mas fuertemente en la columna y
cuyo pico cromatografico aparecerd a un tiempo de retencién mayor. En lo que se distingue
la HPLC de las demds cromatografias es que la fase mévil es liquida y la cantidad que se

utiliza de esta en un ensayo es generalmente menor que en las demis,

En la corteza parietal y en el hipocampo dorsal han sido infundidos, por medio de
microdidlisis en libre movimiento, escopolamina, AFDX 384 (bloqueador de los m2, m4),
y pirenzepina (bloqueader de mi} obteniéndose incrementos significativos en la liberacién
de ACh (55). En la corteza fronto parietal la aplicacién de atropina (bloqueador no
especifico de los receptores muscarinicos) y varios antagonistas muscarinicos a m2 (ADFX
116, AFDX 384, AQRA 741) estimularon potencialmente, dependiente a la concentracién,
la liberacion en vivo de ACh (55). Sin embargo, con la aplicacién de pirenzepina
(bloqueador m1} y 4-DAMP (bloqueador a m3) se observé un incremento en la liberacién
de Ach, pero su efecto fue menos prominente y més variable (43). En CAl, region en el
hipocampo, la aplicacién de antagonistas muscarinicos m2 elevan los niveles de Ach de

manera dependiente a una curva dosis respuesta (53).

? Un analito es cualquier sustancia que es susceptible de ser determinada tanto cuantitativa como
cualttativamente mediante técnicas de andlisis quimico.



Procedimiento
de Microdidlisis
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Figura 2. Esquema del procedimiento de microdialisis. Una vez realizada la didlisis las muestras son
analizadas cn cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

En humanos (9,42) y en animales (40) la utilizacién de un antagonista general de los
receptores muscarinicos como la escopolamina produce dafios en la memoria. La
escopolamina bloquea los receptores en la post-sinapsis y la pre - sinapsis en el sistema
nervioso central. Actuando en los receptores post-sindpticos este antagonista muscarinico
bloquea la neurotransmisién de ACh. Con los autoreceptores en la pre sinapsis, ia
escopolamina bloquea la inhibicion de la liberacion de ACh {49,54). Por otra parte, la
aplicacion de inhibidores de colinesterasa que incrementarfan la sefial sindptica, como la

fiostigmina mejora el desempefio en algunas tareas de aprendizaje y memoria (13,19).

Los receptores muscarinicos m1l (ubicados en la post sinapsis) estin asociados con

el deterioro de la memoria y los receptores muscarinicos m2 (ubicados en la pre sinapsis,



autoreceplores) con el mejoramiento de la misma, incluyendo la atenuacién de los efectos

amnésicos provocados por antagonistas de los receptores mi (11).

Se ha demostrado que €l receptor muscarinico del tipo m2 es principalmente
responsable de la modulacién en las terminales nerviosas en la corteza cerebral y el
estriado. Ademds se ha visto que el antagonista muscarinico para m2 BiBN-99 es capaz de

mejorar la liberacion de ACh y por tanto reestablecer cjecuciones cognitivas dafiadas (44).

Ademas se ha visto la participacién de los receptores muscarinicos en paradigmas
conductuales, por ejemplo en tareas como el reconocimiento de objetos o prevencién pasiva
la aplicacion sistémica de escopolamina en ratas jévenes irrumpe con su aprendizaje (55).
Estos dafios fueron remediados por la inyeccidn sistémica de un antagonista muscarinico
m2 (AFDX 344), resultados similares se obtuvieron con la infusién de este antagonista en
ratas viejas, las cuales no pueden aprender estas tareas (55). La aplicacién de un antagonista
de los autoreceptores muscarinicos incrementa la liberacion de ACh, compensando los
cambios producidos por un bloquee de la escopolamina o los cambios generados por la

edad.

Un paradigma que se ha utilizado en el estudio de los procesos de memoria y

aprendizaje es el conocido como condicionamiento aversivo a los sabores.



Condicionamiente Aversivo al Sabor.

La interaccion de los estimulos relacionados con los alimentos y la
retroalimentacion visceral que siguen a la ingestién, determinan en gran parte ia conducta
consumatoria en los animales (23). La forma en que los animales reaccionan ante la
retroalimentacién aversiva de las toxinas alimenticias, a diferencia de como lo hacen ante
el dolor producido por el ataque de un depredador, tiene un significado evolutivo (22). En
esta forma los animales son capaces de asociar sabores arbitrarios con los efectos nutritivos
o toxicos, después de que han sido ingeridos. Por lo tanto los organismos deben seleccionar

alimentos nutritivos y evitar alimentos que contengan toxinas.

El Condicionamiento Aversivo a los Sabores (CAS) es una forma de aprendizaje
facil de implementar en el laboratorio, por medio del cual los animales adquieren aversién
a un sabor determinado cuando este es seguido por malestar gastrico (ver figura 3). Este
condicionamiento puede tolerar retraso entre el sabor (estimulo condicionado) y el malestar

(estimulo incondicionado) por varias horas (57).

En la rata los sustratos neuronales del CAS han sido anatomicamente definidos

(Ver figura 4), lo cual es una ventaja que da el uso de este paradigma.

Varios estudios anatdmicos han indicado que la convergencia de la informacion de

los estimulos pustativos y viscerales se puede encontrar en varias partes del sistema

nervioso central.
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Condicionamiento Aversivo a los Sabores

Adauisici CONSUMO DE SACARINA
quisicion DURANTE LA ADQUISICION
00 4 _=y=

Malestar gdstrico 2

B

0 1]

s ; £ 50 -

e I 2

W

=

[+]

S

CONSUMO DE SACARINA
Prueba DURANTE LA PRUEBA

Reexposicién d estimule cendiciencdo Aversidn

Consumo % linea base
g
|

Figura 3. (A) Muestra el procedimiento del condicionamiento aversivo a los sabores. En 1a adquisicién
del CAS los animales son expuesto a un sabor novedoso, en este caso es la sacarina 0.1 % (estimulo
condicionado) durante una sesion de 15 minutos. Treinta minutos después se les aplica una inyeccién
via intraperitoneal de cloruro de litio, LiCl, (0.4M) (estimulo incondicionado) para provocar un
malestar gastrointestinal. Cuatro dias después de la adquisicién, el animal es reexpuesto al estimulo
condicienado (sacarina). (B) representa el consumo de sacarina de un animal con cerebro intacto.

Cuando un mamifero prueba un sabor novedoso, las aferencias gustativas que
vienen a través de los nervios VIl y IX y de la faringe y la laringe por €l nervio X,
establecen relevos de primer orden en los dos tercios rostrales del nicleo del tracto
solitario (NT$ rostral) (4). El segundo relevo es el nicleo parabraguial del puente (PBN).
Los axones de las neuronas de la zona gustativa de la parte rostral del NTS ascienden
ipsilateralmente a través de la formacién reticular al PBN, principalmente al sub nucleo

medial del PBN (57).



Existen dos principales proyecciones del PBN, la principal proyeccion de estas
fibras termina en la parte ventral del cerebro medio, incluyendo la amigdala a sus niicleos
central (AC} y basolateral (ABL), el hipotalamo lateral (HL), y la substancia innominata.
La segunda proyeccién asciende ipsilateralmente por el cordén tegmental central y proyecta
hacia el nicleo ventroposteriomedial del tilamo (VPM) que tiene proyecciones a la corteza

insular (CI).

Al nticleo del tracto solitario caudal (NTS caudal) llega la informacion del estimulo
incondicionado (LiCl) a través de las ramas hepdticas del nervio vago (sensibles a la
irritacion géstrica), asi como aferencias del rea postrema (que es sensible a toxinas que

vienen de la circulacién periférica, y del sistema vestibular).

Del NTS caudal hay proyecciones hacia diversas estructuras del cerebro basal como
el hipocampo, la substancia innominata, y el hipotalamo lateral, también tiene proyecciones
al PBN lateral, especificamente a su parte rostral, el cual tiene proyecciones hacia el

talamo ventroposteriolateral (VPL) de donde proyecta hacia la CI (4).

El hipotalamo lateral, con la informacién gustativa y la informacién visceral,
proyecta al nicleo de la base stria terminalis (BNST), el cual a su vez se encuentra

comunicado con la corteza Insular (CT) (57).
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Figura 4. Esquema de las principales vias de procesamiento de los estimulos gustativos y viscerales en
la rata. Abreviaturas: corda timpani (CT), 4rea postrema (AP), niicleo del tracto solitario rostral (NTS
rostral) y caudal (NTS caudal), niicleo del parabraquial lateral (PBN lateral) y medial (PBN medial),
talamo ventroposteriomedial (VPM) y nicleo del talamo ventroposteriolateral (VPL), corteza insular
(CI), hipotélamo lateral (HL), nicleo de la base de 1a estria terminalis (BNTS), amigdala central (AC),
amigdala basolateral (ABL).

El PBN lateral tiene proyecciones hacia la amigdala, al nicleo central (AC) el cual

también tiene proyecciones a la corteza insular (57).
La corteza gustativa esti localizada  en la corteza insular agranular. Se ha

establecido que la Cl es la regién donde se lleva acabo la integracién de los estimulos

involucrados en el CAS (57).
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Corteza Insular,

En los afios 70's se realizaron los primeros experimentos con relacidn a la
participacién de la CI en el aprendizaje y la memoria, utilizando un modelo conductual
descrito por John Garcia en 1954, conocido como condicionamiento aversivo a los sabores,
que es uno de los paradigmas utilizados en el estudio molecular, celular y anatémico del

aprendizaje.

. La corteza insular (CI) es una estructura con muiltiples ventajas para ¢l estudio del
aprendizaje y la memoria. En ratas es un drea que se extiende desde la corteza frontal
lateral hacia la corteza perhinal en direccion rostrocaudal y del limite ventral de la corteza
somatosensorial hacia la corteza piriforme en la direccion dorsoventral. Es una region con

una extensién de 1mm de ancho y 3 mm de largo (ver figura 5)(48).

Figura 5. La zona sombreada representa la Corteza Insular en un en corte coronal de cerebro de rata.
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La C1 ( areas 13 y 14 de Krieg en ratas) ha sido referida como una corteza visceral,
porque recibe informacién tanto gustativa como visceral proveniente del tdlamo y de otras
estructuras subcorticales y esta involucrada en reacciones automdticas y de respuestas al
estrés (4). Se ha reportado también, que la C! recibe informacién del sistema limbico y
estimulacion primaria sensorial gustativa que no ha sido registrada en ninguna otra drea de
la corteza cerebral, Las principales conexiones a la Cl que provienen del sistema limbico, y
que son de importancia para la integracién de los procesos asociativos, son las aferencias

de 1a amigdala, el nicleo dorso medial det talamo y ia corteza pre frontal (6).

Las lesiones de la Cl producidas antes o después de la adquisicion del CAS

interfieren con este aprendizaje (5,6).

La corteza insular recibe aferencias colinérgicas del Niicleo Basal Magnocelular
{nbM) en ratas o niicleo basal de Meyert en humanos {56). Dentro del nbM se encuentran
dos grupos celulares, aquellos que presentan afinidad por el receptor de baja afinidad p75
de NGF (factor de crecimiento neural) formando la via llamada basalo- cortical, y €l otro

grupo celular que son negativos a dicho receptor formando la via basalo-amigdala (28).

Se ha reportado que las lesiones del nbM con 4cido quisqualico, provocan una
reduccion significativa de la actividad de ChAT en la CI e impiden la capacidad de
adquirir y evocar el CAS (33). En comparacién, cuando dichas lesiones se efectdan con

NMDA, solo provocan la pérdida de la capacidad para adquirir ¢l CAS y afectan la
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adquisicion del laberinto de agua de Morris, sin tener efecto alguno cuando las lesiones se

hacen después de haber adquirido la tarea {27).

Planteamiento del problema y objetivos.

Como ya se menciond, existe evidencia de la participacién colinérgica en procesos
de aprendizaje; se sabe que la aplicacién de los antagonistas generales y especificos de los
receptores muscarinicos, tienen efecto en la liberacién de ACh cortical e hipocampal. La CI
€s una eslructura que jeega un papel importante en la formacién del CAS y fa informacién
acerca de la participacion de los receptores muscarinicos en la Cl en el CAS es escasa. Se
sabe que la aplicacién de antagonistas muscarinicos, como la escopolamina, atropina, el
AFDX 116 y la pirenzepina en la Cl, antes de la adquisicion del CAS, bloquean la memoria
(40). Adn no se ha reportado cual es el efecto en la liberacion de ACh a consecuencia de la

aplicacién de antagonistas muscarinicos en Corteza Insular.

El objetivo de esta tesis fue evaluar las consecuencias del bloqueo especifico en la
corteza insular, de los diferentes tipos de receptores muscarinicos en la liberacion de ACh

cortical, asi como su efecto en el CAS.

Para lo cual el trabajo se dividié en dos experimentos que tuvieron como objetivos:
evaluar el efecto de la aplicacién unilateral de escopolamina, pirenzepina y AFDX en la
liberacién de ACh cortical en Cl y determinar las consecuencias de las microinyecciones
bilaterales de estos antagonistas muscarinicos en la corteza insular durante la formacién

de la memoria y la evocacién del condicionamiento aversivo a los sabores.
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Se utilizaron los siguientes antagonistas muscarinicos para la realizacién de este

trabajo:

t. Escopolamina. un antagonista de los receptores muscarinicos general {m1-m5).
2. AFDX 116, un antagonista de los receptores relativamente selectivo m2 (m2/m4)

3. Pirenzepina, un antagonista de los receptores relativamente selectivo m1{m1/m3)
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METODO
Experimento 1

Material y método:
Sujetos.

Para evitar las variables consecuentes del ciclo estral que presentan las ratas
hembras, en todos los experimentos de esta tesis se utilizaron ratas machos, Por tanto, se
usaron 30 ratas machos de la cepa Wistar, de pesos entre 250 y 325g, al momento de
realizarse la cirugia. Se mantuvieron todo el tiempo en cajas independientes con agua y

comida ad libitum, en un ciclo luz-oscuridad de 12 hrs.
Implantacion de guias canulas.

Todos los animales fueron anestesiados con pentobarbital (50mg/kg) y fueron
implantados con una cénula en la corteza insular izquierda, de acuerdo a procedimientos
estereotaxicos [anteroposterior (AP)= +1.2mm, lateral (L)= +5.5mm de bregma, ventral
(V)=-5.5 de dura). La guia canula fue colocada al crineo con un soporte de tres tornillos y

cemento dental.
Farmacos.

Se utilizé una solucién artificial de liquido cefalorraquideo (solucién de Ringer)

(118 mM NaCl / 4.7 mM KCl / 2.5 mM cacl2) como vehiculo. N- Butil Bromure de
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escopolamina, 136 mM, (Sigma). AFDX 116, 0.5 mM,. Di clorhidrato de pirenzepina, 100
mM, (Sigma). Las soluciones fueron diluidas en solucién de Ringer a su concentracion

final.

Procedimiento de microdialisis.

La dialisis se realizé colocando la sonda de dialisis en la guia canula (sonda de
dialisis CMA/12 para CMA/ micro dialisis, con 3 mm de longitud de la membrana). La
sonda fue constantemente perfundida con solucién de Ringer que contenia 10mM de
bromuro de neostigmina (sigma) para hacer posible la deteccién de la ACh en el andlisis

cromatografico.

La velocidad de flujo fue de 2 ul/min utilizando una bomba de micro infusion

{CMA/ microdialisis).

La figura 6 resume el procedimiento del experimento 1. Los primeros 45 minutos
de muestras fueron descartados, y 8 muestras fueron colectadas cada 15 min. (30
pnl/muestra), se guardaron las muestras a una temperatura de —80°C hasta el momento del
andlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion (high performance liquid

chromatography, HPLC),

Los animales fueron divididos en 4 grupos:
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Grupo Escopolamina {n = 5)
Grupo Pirenzepina {n =5)
Grupo AFDX-116 (n= 12)

Grupo control vehiculo ( Solucién de Ringer). (n = 5)

En las dos primeras muestras se perfundio solucion de Ringer en todes los grupos.
Durante la tercera y cuarta muestra se cambio la infusion de solucién de Ringer por la
infusion del farmaco correspondiente al grupo, excepto en el grupo control vehiculo, en el
cual se continuo con la perfusion de Ringer. El resto de las muestras en todos los grupos

continuaron con la infusién de solucidn de Ringer.

Medicion de ACh.

Para ¢l analisis de los niveles de ACh fue usado un cromatégrafo de lquidos, HPLC
{Beckman) con detector electrolitico (BAS, West Lafayette, IN). Las muestras fueron
inyectadas dentro de una fase maévil [S0mM de buffer fosfato de sodio (pH 8.5), y reactivo
Kathon (BAS, West Lafayette, IN)}. La colina y acetiicolina fueron transformados en
peroxido de hidrogeno y betaina mediante un reactor enzimético acoplado a la columna de
separacion (BAS, West Lafayette, IN). El peréxido de hidrégeno  se detectd
electroquimicamente por un electrodo de platino a 500 mV(vs. Ag/AgCl). El limite de

deteccién fue aproximadamente ¢.1pmol.
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Estabilizacion

- Fracciones
Tratamiento

Figura 6. Muestra el procedimiento de microdidlisis en el primer experimento. Cada fraccion tiene una
duracién de 15 minutos. Se tomaron 8 fracciones. La infusién de los antagonistas muscarinicos fue
durante las fracciones 3 y 4.

Histologia.

Con el objeto de confirmar el lugar de la microinyeccion se realizé una técnica
histologica. Para este fin, una vez concluido el experimento, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital y perfundidos a través de la aorta ascendente con una
solucién salina (0.15 M) y después con paraformaldehido al 4 % en buffer fosfato (0.15 M,
pH 7.4). Los cerebros se mantuvieron 24 horas en solucién de paraformaldehido para
despuss ser cambiados a una solucién al 20 % de sacarosa en buffer y fueron almacenados
a una temperatura de 4°C hasta que fueron cortados. Se realizaron cortes coronales (40
um) de corteza insular. Los cortes fueron montados en laminillas para después ser

procesados con la técnica de tincion de violeta de cresilo y ser vistos al microscopio.
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RESULTADOS EXPERIMENTO 1

Verificacion histolégica:

En todos los grupos la guia cdnula y la membrana fueron ubicados en CI. Tres

animales fueron descartados de este estudio por la localizacidén dudosa de la canula.

Liberacion de ACh durante la aplicacidn de diferentes antagonistas muscarinicos:

En todos los casos de comparacion estadistica entre grupos se utilizé una prueba

estadistica ANOVA de una via con comparaciones post hoc de Fisher.

El analisis estadistico ANOVA muestra que entre los grupos, la liberacion de ACh
en corteza insular existen diferencias estadisticamente significativas a partir de la fraccion
4 y hasta la fraccién 8, F(3,23) = 2.471 p < 0.05, F(3,23) = 3.074 p < 0.05, F(3,23) = 6.552

p <0.01, F(3,23)=7.147 p < 0.01, F(3,23)= 6.062 p < 0.0] respectivamente.

El andlisis post-hoc con la prueba de Fisher en estas fracciones mostré diferencias
significativas en la liberacién de ACh en Ja Cl entre el grupo de AFDX y los otros grupos
(ver figura 7). En la fraccién 4 y 5 se encontraron diferencias significativas entre el grupo
de AFDX y pirenzepina, asi como con el grupo de Ringer, con valores de p < 0.05 en
ambos casos. Para las fracciones 6, 7 y 8 se obtuvieron diferencias significativas entre el

grupo de AFDX y los demas grupos, con valores de p< 0.01.
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Como se puede observar en la figura 7, en la fraccion 4 del grupo de escopolamina se
muestra que eXiste una tendencia en el incremento de la liberacion de ACh comparado con el grupo

Ringer(P<0.23035).
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Figura 7. Muestra los resultados en la liberacién de ACh basal a consecuencia de la aplicacién de
antagonistas musearinicos en CI. El anilisis estadistico ANOVA muestra que entre los grupos existen
diferencias significativas a partir de la fraccién 4 y hasta la fraceién 8, F(3,23) = 2.471 p < 0.05,
F(3,23) = 3.074 p < 0.05, F(3,23) = 6.552 p < 0.01, F(3,23)= 7.147 p < 0.01, F(3,23)= 6.062 p < 0.01
respectivamente. El andlisis post-hoc con la prueba de Fisher en estas fracciones mostrd diferencias
significativas en la liberacién de ACh en la Cl entre el grupe de AFDX y los otros grupos, — =
aplicacién del antagonista.
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Experimento 2

Material y método;

Sujetos.

50 ratas machos de la cepa Wistar, de pesos entre 250 y 325g, al momento de
realizarse la cirugia. Se mantuvieron todo el tiempo en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas,
en cajas independientes con agua y comida ad libitum, excepte cuando el paradigma

conductual utilizado requeria mantenerlos privados de agua.

Implantacion de guias cdnulas.

Tedos los animales fueron anestesiados con pentobarbital (50mg/kg) vy fueron
implantadas canulas bilaterales, de acuerdo a procedimientos estereotéxicos, sobre Cl
[anteroposterior (AP)= +1.2mm, lateral {L)= +-5.5mm, ventral {V)= -3.5 a partir de
bregma]. Las guias cdnulas fueron colocadas al crineo con un soporte de dos tomnillos y

fijadas con cemento dental.

Fdrmacos.

Se utilizd una solucion artificial de liquido cefalorraquideo (solucién de Ringer)

(118 mM NaCl / 4.7 mM KCl / 2.5 mM cacl2) como vehiculo. N- Butil Bromuro de

escopolamina, 136 mM, (Sigma). AFDX 116, 0.5 mM,. Di clorhidrato de pirenzepina, 100
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mM. (Sigma). Las soluciones fueron diluidas en solucién de Ringer a su concentracién

final.

La figura § resume el procedimiento llevado acabo en el experimento 2.

Procedimiento conductual.

Cuatro o cinco dias después de la cirugia los animales fueron privados de agua 24
horas antes de comenzar €l procedimiento conductual. Durante los siguientes 5 dias se
registrd el consumo de agua cada 24 horas dando de beber agua en sesiones de 15 min en
probetas graduadas (linea base). En la sexta sesi6n se les presenté un sabor nuevo (sacarina
0.1%) durante 15 minutos; 30 minutos después se les aplicé una inyeccidén via intra
peritoneal de cloruro de litio (0.4 M) para producir malestar gastrico (adquisicién).
Durante las tres siguientes sesiones se mantuvo el mismo procedimiento de consumo basal
de agua. Cuatro dias después de la adquisici6n se present6 a los animales, sacarina al 0.1%
en una sesién de 15 minutos (Prueba o evocacion). Todos los dias se registro el consumo

de agua o sacarina.

Procedimiento de microinyeccicnes.

Los animales fueron divididos en 2 grupes. Grupo A, microinyecciones bilaterales
en CI 20 minutos antes de la presentacién de la sacarina en la adquisicion y Grupo B,
microinyecciones bilaterales en Cl 20 minutos antes de la presentacion de la sacarina en la

prucba o evocacion del CAS. Tanto el criterio para los tiempos de inyeccion de los
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antagonistas como las dosts, fueron obtenidos de Naor, N (1996)(40).Estos grupos a su vez

fueron divididos en 4, dependiendo del firmaco inyectado come se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Muestra los grupos en los que se dividié el experimento 2.

Grupo A Escopolamina n=7
Inyeccion antes de{ Pirenzepina n=§
ADQUISICION |AFDX-116n=5
control Vehiculo
n=8§

Grupo B Escopolamina n= 4
Inyeccién antes de | Pirenzepina n=5
la. EVOCACION|AFDX-116 n=5

O PRUEBA control Vehiculo
n=4

El inyector fue conectado a un tubo de teflén, conectado a su vez con una
microjeringa Halmiton de 10 pl montada en una bomba de inyeccion. Se inyectd un

volumen de 1 pl de firmaco o vehiculo en 60 segundos sin ocasionar dafio al tejido.

Los inyectores tenian un largo adicional a la guia cénula de 3 mm (total: 12mm)

para llegar a la corteza insular.

Histologia.

La histologia se realiz6 de la misma forma que en el experimento anterior.
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Adquisicitn

A + tratamiento Prueba
Consumo Cansumo
Cirugia agua (LB) * agua {LB) +
T = T T { 1 l i
0 5 9 14 dias
B o Prueba
: Adquisicién + tratamiento
Consumo Consumo
Cinugia agua {LB) * agua (LB) +
T 1t T T T | T 1 T ;
0 5 9 14 dias

Figura 8. Muestra el procedimiento del experimento 2. A) Procedimiento para el grupo en el que los
animales recibieron la aplicacién de los antagonistas muscarinicos antes de iz adquisicion del CAS. B)
Procedimiento para el grupo en el que los animales recibicron la aplicacién del antagonista muscarinico
antes de la evocacion o prueba del CAS. LB= linea base

Verificacion histologica:

RESULTADOS EXPERIMENTO 2

Solo cuatro animales fueron descartados del estudio por tener la cdnula mal ubicada.

La inyeccién en el resto de los animales fue hecha en CI.
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Antagonistas muscarinicos antes de la adguisicién del CAS.

Se utilizé 1a disminucion en el consumo de sacarina en la prueba con respecto al
consuma de agua en la linea base para tomar el parametro de aversion, obteniéndose el
porcentaje de linea base = consumo de solucion sacarina x100/ media del consumo en la

linea base.

En todos los casos de comparacién estadistica entre grupos se utilizd una prucba

estadistica ANOVA de una via con comparaciones post-hoc de Fisher.

Los resultades de los efectos de la aplicacion de antagonistas muscarinicos en Cl
antes de la adquisicion del CAS se muestran en la figura 9. Como se muestra en la tabla 2 el
analisis de ANOVA no muestra diferencias estadisticamente significativas entre sus lineas
bases de consumo de agua (Fsa= 0.995, P>0.05), o durante su fase de adquisicidn {primera

presentacion de sacarina) (Fi 2= 0.8147, P>0.05).

Cuadro 4. Efecto de la aplicacién de diferentes antagonistas muscarinicos 20 min
antes de la adquisicion del CAS.

Linea Base Adquisicion CAS Prueba

Consumo Consumo Consumo % de Linea base
Yehiculo-Ringer 15.142.5 14.0+2.9 5718 40.3£18.6
Escopolamina 15.2+1.9 13.946.1 14.3+4.7 06.5136.2**
Pircnzepina 14.5+2.8 14.414 .4 13.9+4.2 98.4131.3%*
AFDX L6 13.0+2.0 12.0£1.8 3.4+£3.2 25,5£22.5

3= p<0.001.
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En la fase de la evocaci6n (segunda presentacion de sacarina), como se puede ver
en la tabla 2, el analisis ANOVA muestra diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos (F; .= 11,806, P<0.01).

El analisis post-hoc muestra que los grupos escopolamina y pirenzepina tienen
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control - Ringer y al grupo
AFDX, (p < 0.001, para todos los grupos). Mientras que el grupo de AFDX no tuvo
diferencias estadisticament significativas con respecto al grupo control. Es decir que los
{inicos grupos que aprendieron el Condicionamiento aversivo a los sabores fueron los

grupos de AFDX y el control.

Antagonistas muscarinicos antes de la prueba o evocacion del CAS.

La figura 9 muestra los resultados de los grupos en los que se inyectaron los
antagonistas muscatinicos en CI antes de la evocacidn del CAS. El andlisis de ANOVA no
muestra diferencias significativas entre sus lineas base de consumo de agua (Fi .= 0.312,

P>0.05) o durante la fase de adquisicion (Fs 4= 0.590, P>0.05).
En la fase de la prueba, el analisis ANOVA muestra que los grupos no tuvieron

diferencias significativas entre ellos (F; 4= 0.664, P>0.05). Esto quiere decir que todos los

grupoes aprendieron ¢l Condicionamiento aversivo a los sabores.
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Figura 9. Muestra los resultados del segundo experimento. En la parte superior se observan los
resultados de 1a aplicacién de los antagonistas colinérgicos antes de la adquisicién (Grupo A), en donde
se observaron en la prueba diferencias significativas entre los grupos (F;.,= 11.806, P<0.01). El
andlisis post hoe muestra que los grupos escopolamina, pirenzepina tienen diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupe vehiculo - Ringer y al grupo AFDX, (p < 0.001, para todos los
grupos). En la parte inferior se encuentran los resultados de la aplicacién de los antagonistas
colinérgicos antes de la prueba o evocacién (Grupo B). No existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos.
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Con base en los resultados obtenidos. se plantea:

a}

b)

Existen efectos diferenciales en la liberacién de ACh en la corteza insular con la
utilizacion de antagonistas especificos para los diferentes receptores muscarinicos.
El bloqueo de los receptores m2/m4 produce un incremento significativo en la

liberacion basal de ACh enla ClL.

La aplicacion de antagonistas muscarinicos como la escopolamina y la pirenzepina
en la corteza insular antes de la adquisicidn del condicionamiento aversivo a los
sabores, interfiere con la formacién de la memoria del CAS, mientras el antagonista

muscarinico AFDX 116 no la afecta,

No existe ningin efecto con la aplicacion de los antagonistas muscarinicos en CI

antes de la evocacién del condicionamiente aversivo a los sabores,
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DISCUSION

Efectos en la liberacién de ACh en CI tras la infusién unilateral de antagonistas

muscarinicos.

Se ha reportado que en la cortcza fronto parietal, la aplicacion de atropina y
escopolamina (bloqueadores no especificos de los receptores muscarinicos) tienen un
incremento en la liberacion de ACh, que es significativo en comparacion con los grupos
controles (43.55). La aplicacién de escopolamina, ¢n este trabajo, tuvo una tendencia en la
liberacion de ACh cortical en las dos fracciones siguientes a la primera manipulacién

farmacolégica que no fue significativamente diferente con el grupo contrel.

Con la aplicacion de pirenzepina (bloqueador ml) se ha observado un incremento
en la liberacidn de ACh cortical (55). En este trabajo, el mismo tratamiento, peto en una
corteza diferente {corteza insular) no tuvo ningin efecto en la liberacién de ACh. Las
diferencias con los tratamientos especificos con pirenzepina y escopolamina de este trabajo
con otros experimentos (43,55) pueden deberse a las zonas de exploracién y a las
concentraciones y dosis utilizadas en cada trabajo, o incluso que en algunas ocasiones las
manipulaciones farmacologicas son inyectadas intraperitonealmente. La respuesta

dependera de las concentraciones utilizadas.

El AFDX 116 produjo un incremento en la liberacién de ACh extracelular en la

corteza insular con una duracién de mas de una hora, después de la aplicacion del farmaco.
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Este dato concuerda con los datos publicados en que la aplicacion de antagonistas
muscarinicos especificos a m2/md (AFDX 116, AFDX 384, AQRA 741). por medio de la
técnica de microdidlisis, producen una potente estimulacién en la liberacion de ACh en la

corteza parietal de ratas (43,53).

Por tanto, el blogueo especifico en corteza insular de los receptores muscarinicos
post sindpticos no tiene efectos en la liberacion de ACh cortical, mientras el blogueo
especifico de los receptores muscarinicos pre sinapticos elevan los niveles extracelulares

de AChenClL.

Si la escopolamina bloqueara de igual manera la actividad de los cinco tipos de
receptores, es facil suponer que por si sola provocara una liberacién de ACh similar a la
observada por un bloqueador especifico pre sinaptico, dado que ¢l bloqueo post sinéptico
en esta region no se registra liberacion de ACh, la tendencia en la liberacion observada en
el grupo de escopolamina ( ver figura 8, fracciones 4y 5) se debe principalmente al bloqueo

de los receptores pre sindpticos ( m2).

Efectos de la aplicacién de antagonistas muscarinicos en el CAS,

Los estudios realizados en nuestro laboratorio(35) han demostrado que en el

consumo de un sabor novedoso, lo cual corresponde a lo que ocurre durante la adquisicién

del CAS, hay una liberacion de ACh en CI, ademas de que existe una fuerte correlacion

entre la actividad colinérgica en la corteza y la presentacién de un estimulo gustativo
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novedoso o familiar. Cuando se presenta un sabor novedoso y se registra por medio de
microdidlisis en libre movimiento, se observa una fuerte elevacion de los niveles
extracelulares de ACh inmediata a la presentacién del nuevo estimulo y conforme este
estimulo se convierte en familiar, la actividad colinérgica regresa a los niveles obtenidos
con el consumo de agua (36). La aplicacién de los antagonistas muscarinicos en CI antes

de la adquisicion del CAS afectan esta liberacion.

En el caso de la escopolamina, pese a que hay una tendencia en el incremento en la
liberacién, la formacidn de la memoria del CAS no podria completarse adecuadamente
dado que los receptores pre y post sindpticos estan bloqueados. Con la pirenzepina, el
bloqueo de los receptores post sindpticos no permitiria la transmisidn sindptica por y tanto

la formacion del CAS seria interrumpida.

La aplicacién bilateral de escopolamina y pirenzepina en la corteza insular
bloquearon el condicionamiento aversivo a los sabores cuando fueron inyectados antes de

la adquisicién y no asi cuando fueron inyectados antes de la evocacién.

Varios trabajos, han reportado tener una facilitacion en tareas como laberintos de 8
brazos (41), laberinto de agua (24), reconocimiento de objetos y prevencidn pasiva {55)

cuando son aplicados antagonistas muscarinicos a m2.

Es probable que el efecto en la liberacidn, una consecuencia de la aplicacién de ios
antagonistas pre sinapticos, facilite la liberacién que se presenta cuando el anima} prueba

un sabor novedoso, idea que es apoyada por los estudios de Quirién y sus colaboradores
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(1995) (44). quicnes inyectaron un blogueador especifico a los receptores m2 (BIBN-99) en
hipocampo dorsal, y registraron por medio de microdialisis un incremento en {a liberacion
de ACh. En su tarea conductual (laberinto de agua), demostraron que este bloqueador
puede facilitar la ejecucion cognitiva en ratas con memoria daflada a consecuencia de la
edad o ratas amnésicas con escopolamina: Los autores explican que este efecto podria
deberse al bloqueo de los autoreceptores m2 en las terminales colinérgicas, teniendo una
facilitacién en la liberacion pre sindptica que practicamente eliminé los déficits de la
memoria espacial en ratas con amnesia. Siguiendo esta idea, el efecto det AFDX 116 en la
CI durante su infusion, antes de la adquisicién del CAS, incrementa la liberacién producida

por el sabor novedoso, aspecto que facilitaria la formacion de la memoria del CAS.

Como se habia mencionado antes, los receptores muscarinicos m2 son auto
receptores que se encargan de la regulacion en la sinapsis, encontrandose basicamente en la
pre sinapsis, aunque también se han reportado que se encuentran en la post sinapsis en

menor cantidad que en la pre sinapsis (32,37).

La aplicacién del AFDX 116 en Cl antes de la adquisicion y la evocacién no tuvo
ningun efecto en el CAS. La densidad de los receptores del tipo m2 en la post sinapsis es
tan baja que la funcidn que realizan es completamente dispensable para el fenémeno
estudiado, por lo que su bloqueo con AFDX-116 no tiene efectos sobre la formacién de la

memoria del CAS.
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Dado que el CAS produce una disminucién en el consumo de sacarina que puede
llegar a 2 o menos mililitros, se alcanza un efecto de piso, es decir que los consumos
obtenidos llegan a ser los minimos necesarios para que el animal reconozca el sabor, esto
que podria impedir ver posibles mejorfas en el aprendizaje de esta tarea debidas a la

inyeccion de AFDX 116.

Se ha reportado que una forma de observar mejorias en el aprendizaje del CAS es
por medio de la curva de extincién (15), es decir, se presenta el estimulo condicionado
(sacarina) sin la presencia del estimulo incondicionado. La curva de extincion, serd mas
larga, en aquellos animales con un aprendizaje mas fuerte (15), por tanto, necesitara mas
presentaciones no pareadas del estimulo condicionado para perder el aprendizaje de la
asociacion de ambos estimulos. La liberacién de ACh provocada por el AFDX no esta
mejorando el aprendizaje del CAS, dado que, la curva de extincidn de los animales
utilizadoes en este grupo no presenta diferencias con respecto al grupo control-Ringer

{resultados no presentados en esta tesis).

Parece evidente que al menos en el CAS, el bloqueo de los receptores pre sinapticos
durante la adquisicién en CI no tiene ningin efecto en su formacién, a pesar de que la
aplicacion unilateral de un antagonista especifico de m2, induce una liberacién
significativa de ACh y su efecto es observable al menos durante la siguiente hora a la

inyeccion.
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Enbase en lo anterior hay motivos para sugerir que al menos en el CAS no hay una
relacion directa entre el nivel de actividad colinérgica en la corteza (corteza gustativa en

este caso) con la eficiencia del aprendizaje.

Por otra parte, estudios realizados en CI han demostrado que ta estimulacién
tetdnica del nicleo basolateral de la amigdala (Bla) induce potenciacién a largo plazo (sus
siglas en inglés, LTP) en la corteza insular de ratas adultas en vivo (16), ademas se ha
demostrado que la induccion de LTP en la proyeccién Bia-Cl previo al entrenamiento del
CAS mejora la retencién de esta prueba (15). Estudios preliminares en colaboracion con la
Dra. Martha Lilia Escobar Rodriguez han demostrado que la aplicacién de escopolamina y
pirenzepina en la proyeccion Bla-Cl disminuye la expresion de LTP, el AFDX no tiene
efectos significativos en la LTP con respecto al grupo control Ringer. Por otra parte, la
pirenzepina tiene un mayor efecto con respecto a la escopolamina y entre estos grupos no

existen diferencias significativas.

Estos resultados indican que en la LTP en la proyeccién Bla-CI participan los
receptores muscarinicos que se encuentran en la pots sinapsis, v son concordantes con lo
obtenido con fas manipulaciones conductuales, en donde parece ser que los receptores

muscatinicos post sindpticos estin jugando un papel importante en procesos de memoria.
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El Sistema colinérgico participz en la adquisicién pero no en la evocacion.

Las lesiones permanentes en la Cl con excitotoxinas o lesiones reversibles con TTX
(bloqueador reversible de los canales de sodio sensibles a voltaje), afectan tanto la

adquisicion como la retencidn de tareas como prevencion pasiva y laberinto de agua (6).

Se ha reportado que la administracién de TTX en el NBM treinta minutos antes de
la adquisicion inhibe en CI el aumento en la liberacion de ACh durante el consumo del
sabor novedoso; también se reportd que aquellos animales tratados con TTX eran

incapaces de aprender el CAS (35).

Por otra parte, se ha demostrado que la inhibicion de la sintesis de proteinas en la CI
durante €] tiempo de exposicion al sabor novedoso necesario para la adquisicion del CAS,

bloguea la memoria de esta tarea (46).

Recientemente se reporto que las lesiones en el NBM impiden la adquisicion del
CAS y del laberinto de agua, pero no afectan la evocacion de estas tareas (25), ratificando
que al menos en el CAS el sistema colinérgico esta jugando un papel diferencial en los
procesos de aprendizaje y evocacion, siendo indispensable para el primero pero no para el
segundo, como se habia propuesto anteriormente. (14,35). Los resultados obtenidos €n esta
tesis aunado a los reportes en donde la aplicacion de diversos antagonistas muscarinicos,
como atropina y escopolamina (40),. Indican que el sistema colinérgico esta jugando un

papel diferencial en los procesos de aprendizaje y evocacion.
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Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis contradicen los resultados
obtenidos con la aplicacién bilateral de la inmunotoxina 192-IgG saporina en €l nbM  la
cual no provoca efecto alguno sobre la adquisicién del CAS, a pesar de ocasionar una

reduccion significativa del 95 % en la actividad de ACh (26).

En vista de los recientes descubrimientos, es probable que otros sistemas de
neurotransmisién pueden estar involucrados con los efectos funcionales de los
bloqueadores muscarinicos y que no sean afectados con las inmunolesiones con 1921gG-

saporina.

Levey y cols. (31) realizaron un estudio en el cual inyectaron en los ventriculos
laterales la inmunotoxina 1921gG saporina. localizando inmunocitoquimicamente en el
cerebro basal anterior receptores m2 y células positivas a ChAT. Los animales lesionados
tuvieron una mayor reduccién en neuronas inmunoreactivas a ChAT. sin encontrar
efectos en la intensidad o distribucién de las neuronas inmunoreactivas a m2. Encontraron
que los receptores m2 se encuentran en neuronas colinérgicas como en heuronas no
colinérgicas en el CAB, ademas de que los receptores m2 , particularmente en el complejo
MS-DB, reciben contactos sinapticos exclusivamente de terminales axénicas no marcadas
para ACh. Ellos sugieren que los receptores m2 intervienen en una compleja combinacion
de funciones post y pre sindpticas en sistemas colinérgicos y no colinérgicos en el cerebro
basal anterior. Ademas observaron que algunas neuronas colinérgicas no expresan niveles
detectables de m2 en sus somas. La inmunoreactividad a m2 fue facilmente detectable ¢n

neuronas no colinérgicas mezcladas con neuronas colinérgicas en el cerebro basal,
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Proponen que estas neuronas no colinérgicas por su estruciura son newronas GABAérgicas.
Mufson v sus colaboradores (38) también sugieren  que lns receplores muscarinicos m2

juegan un papel importante en sistemas colinérgicos y no colinérgicos.

Ademas Mrzljak (37) inmunohistoquimicamente identifico en la corteza de monos
receptores m2 en la pre sinapsis y en la post sinapsis. Las células marcadas post
sinapticamente probablemente son glutamatérgicas con base en su apariencia estructural.
Ademas. se ha demostrado que algunas drogas colinérgicas inhiben la liberacion de
glutamato por accidn via receptores m2 (34.45). ¢ incluso, se ha observado que la
estimulacion de los receptores m1 en la corteza frontal media de la rata incrementa los
niveles extracelutares de glutamato y GABA(47). Esto hace inminente la participacién de

los receplores muscarinicos como moduladores de otros sistemas de neurotransmision.

Por otro lado, cuando se lesiona con la inmunotoxina 192 IgG saporina, el tiempo
que se deja pasar entre €l dia de la lesidn y el inicio del entrenamiento conductual varia
entre 7y 15 dias, en este tiempo puede haber una reorganizacion neuronal y esto permitir
un procesamiento adecuado de la formacion del CAS. En el caso de las inyecciones de los
antagonistas muscarinicos, el efecto farmacolégico es temporal, dado que se aplican
minutos antes del entrenamiento su efecto en los receptores muscarinicos en la post sinapsis

impiden la formacion de la memoria del CAS.
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De este trabajo de tesis se puede concluir que los receptores muscarinicos,
particularmente los receptores post sindpticos, participan en el procesamiento de
adquisicién del aprendizaje del CAS y no en su fase de evocacién y al menos en este
paradigma no existe una relacién directa entre el incremento cn la liberacion
colinérgica en la corteza con la eficiencia de la formacion de la memoria.
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